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蛇毒 的 研究 (1) 柱 层 析 分 离 
及 酶 活性 与 生物 活性 测定 
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摘 要 


KRMUETAA-CRACAHRRRK AA-50 KLARA RAR 
F, RAUAZS#e, ARTIA, CHHABRA, 受 白 水 解 酶 ，L 
AAKRI, D -RRR REAR, ARE A 
Ri, A IH, RSA, RBM, HHS EHH SSL 
测定 表明 ， 出 血 毒 主要 分 布 在 12 峰 ， 其 次 为 10 一 14 峰 。 致 死活 性 表现 在 1，12 
—144, 1 峰 具 有 较 强 溶解 纤维 雪白 的 活性 。 8 ，10 一 14 峰 具有 明显 的 凝血 酶 
样 作用 ， 醇 活性 稀 分 布 及 其 对 凝血 系统 的 必用 接近 一 致 。11 一 13 哇 能 使 血小板 
采集 。 

烙铁 头 毒 蛇 在 我 国 分 布 很 广 ， 夏 都 生物 所 两 栖 紧 行动 物 研 究 室 1974 年 作 过 
报导 。 蛇 毒 的 研究 已 被 计 多 学 省 所 重视 ，Suzuki 在 Anthony. T, Tu. 编著 的 
Venoms Chemistry and Moleculor Biology (1977) RF T cK xo DHA BG 
Ma, BAMA, -ARREA lEs tk, 1970-FOuyangiL Fs ig 明 
质 酸 酶 ，1963 年 Murata iF AEA KM BIE, Ouyang (1976—1978) 分 
离 纯 化 纤 演 组 分 ， 并 研究 了 该 组 分 的 理化 性 质 。 但 对 各 组 分 的 酶 活性 及 生物 活 
性 测定 尚未 见报 导 。 为 充分 利用 这 一 丰富 资源 ， 我 们 对 湖南 产 焙 忽 尖 蛇毒 进行 
了 柱 屋 析 分 离 和 各 组 分 的 醇 活 性 和 生物 活性 测定 ， 结 时 报时 于 下 。 


材料 和 方法 


烙铁 头 蛇 毒 ，1980 年 用 咬 友 法 取 毒 ， 真 空 干燥 ， 采 自 湖南 省 沅 胺 县 。 

RH, —ZMBCBMRMRR A-50 (DEAE-Sephadex A -50)Pharmacia 产品 ， 
57-hump 系 ,9igma 产 品 , BEA, MELER, L-EAR, MRT, ATP, 酵母 RNA， 
A -L- ZO (BARE), WAR RRR, SEAR M, MAE, SE 


本 文 1982 年 g 月 2 日 妆 到 ，1983 年 6 月 10 日 收 到 修改 稿 . 
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EN (ARD , FRE AMP ELAR, SH, AAPA, BOAR, 

方法 ， 

一 、 柱 层 析 分 离 组 分 的 蛋 自 浓度 ， 用 国产 751 型 分 光 兴 度 计 测 定 ， 波 长 280nm。 

二 、 租 活性 测定 按 Chen-Yuan Lee (1979), 涂 光 敌人 1976) 的 方法 进行 。 

三 、 生 物 活性 测定 ， 

1. 出 血 毒素 测定 按 Omeri (1964) 的 方法 进行 。 给 每 只 兔子 皮下 注射 100 微 死 10.4 毫 
升 不 同 组 分 洲 液 ， 对 有 照 组 注射 0.4 毫 升 Tris-HCl 缓冲 液 。 

2, 体 外 凝血 试验 ， 

( 1》 全 血 阔 因 时间 ， (2) 凝血 酶 原 时 间 按 中 国医 学 科学 院 分 院 1976 年 编写 的 
《血液 病 实 验 诊断 手册 > 方法 进行 。 

3, 凝 血 醇 样 作用 测定 ， 

(1) EERE: SEMA RRR. 2A, B37 CK HR id 3 
Shon, Ae RE CIA BRO 2ER, MARAA 2E, WRAL. 

(2) AREAREN: MAREK, FEMA 2ER 0.5% TERA 
波 ( 深 于 0.05M Tris—HCl 缓冲 液 中 ，pH7.6》 置 于 37"C 水 浴 保 温 3 分 钟 ， 加 入 分 离 组 
分 0.2 毫 升 (150 微 克 | 毫 升 ) ， 记 录 凝 固 时 间 。 

(3) 对 第 XL 因子 激活 作用 测定 ， 将 食 有 凝血 酶 样 醇 的 各 峰 (7 一 14 峰 》 与 无 钙 
血浆 和 纤维 蛋白 原形 成 的 凝 块 置 于 5 MRRP, WR AT. 

4 ,血小板 聚集 作用 的 测定 ， 富 血小板 血浆 的 制备 ， 以 3.8%6 哲 焰 酸 钠 为 抗 凝 剂 ， 技 
1:9 与 兔子 血液 混合 ， 室 温 离 心 10 分 钟 (800 转 /分 )， 取 上 层 液 即 为 富 血 小 板 血 浆 简 
HPRP), MAMARA LIS 《3000 转 /分 )， 分 离 出 乏 血 小 板 血 浆 〈 简 称 PPP)， 
作为 测定 时 对 腿 管 或 用 于 调节 PRP 中 的 血小板 数 , 试验 时 PRP 的 血小板 数 调节 在 30 一 60 
Fimm, IMEE, RA BS631 型 血小板 聚集 仪 〈《 北 京 生化 仪器 厂 ) 测定 ， 
下 0.45 毫 升 PRP37°C 保温 2 分 钟 ， 加 10 微 升 粗 毒 (1.81 柚 克 |/ 微 升 ) 或 分 离 组 分 深 波 ， 
同时 记录 血小板 素 集 的 波形 。 聚 集 强 度 按 下 式 计算 ， 

SPRPS -聚集 前 P RP 

来 集 率 (%) = ae She REP R i a 

5 APSE ERM BBS (1981) 的 方法 进行 。 

m, PHEW, RAXRRRE, MEERA RM ELD50 RM, 1965). 


x 100% 


OR 


_— ERE, AIRAMHEHO WAH EK CAB RE A -50, 用 0.05 
Ma BE WE T-M (Tris-HCI, (PH8.9) 平衡 ， 柱 高 60 厘 米 ， 内 径 2.5 旦 
2, BRIE Ww 500 EART 5 毫升 上 述 缓 冲 液 中 上 柱 。 洗 脱 分 二 步 进行 。 第 一 步 
用 平衡 缓冲 液 洗 脱 。 第 二 步 加 氧化 钠 直 线 梯度 洗 脱 , MH, LOO AR MK, ETE 
1000 毫 升 缓冲 液 内 含 0.44f 氧化 销 ， 洗 脱 液 用 部 分 收集 器 收集 ， 每 管 6 毫升 ， 每 小 时 收 


集 24 毫 升 ， 每 管 直 接 测定 280nm 的 光 密 度 。 
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柱 层 析 分 离 获得 14 个 蛋白 峰 ， 见 图 1 ， 蛋 白 回收 按 光 密 度 计 算 为 102%。 
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图 1 FX 


二 、 粗 毒 及 各 组 分 醇 活 性 测定 ， 从 表 1 可 以 看 出 ， 精 氨 酸 酯 酶 分 布 在 7 一 14 峰 ， 其 
中 8 WER, KARR A AE. 2. 4. 72. 86%, LIRR, 7, OKT. RH 
IGRA MM DUE 2, 1, 2B KM, RIRBARKT, SULA ARK A 
利 条 件 。 








% 1 烙铁 头 粗 于 及 各 组 分 酶 活性 测定 
组 分 
ao eee mB 1 2 3 4 6 6 FT 8 9 0 NH 1 B H 
名 R 
mem ee + + + + + + + + + 
xeAK eR + + + + + + 
LL 一 氨基 酸 气 化 全 + + 
a -a 
i’ —e +R H + + + + + + + + + + + + + 
B= R RE + + + + + + + + + + + 
RRO kM + + + + + + 
Ree, 
ay RR we + + + + + + + + + + + + 
ARENS + + + + + + + + 
wm mM A + t 


e a e 
+ERABRE, SARRAAARM. ss 


三 ， 各 分 离 组 分 的 生物 活性 测定 结果 见 玫 2。 
1 .出 血 毒 主要 分 布 于 12 巍 ， 其 次 为 16、11、13、14 峰 。 


2. 体 外 凝血 试验 ， 
(1) 全身 凝 固 时 间 ， 1 蜂 24 小 时 血液 不 瞻 ，7 ，11，12 蜂 略 有 延长 ，8 、3 妖 则 


有 所 缩短 ， 其 余 各 峰 无 显著 变化 。 
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表 2 Fe RL oe MS A AE HS EME 


组 分 


项 E 
HR Ce 
” $Emm?) 


1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 





5.6 0 3.3 8 0 8 0 ÒG 18 56 6p 110 dd 28 
H Æ (10008 
_ ¥/0-4 94) 











tk = 
: Erari 2 d 30 4°35" 4735" 4°36" 5748" 8710" 2721" 3730" 5710” 6755" 6°43" 3754” 4°10" 


14 1665 13 17 13 20 19 25.5 IF 26 274.5 28 zd 22 





ek t v Boat atane aioe yw yw 


4 6/10" 3107 5710" 1478” 9712” 


mm 

> 

Sm 
总 
3 


(2) BEMBEA RT, 8, 10-14 REMARK, RK2,4,6, 7 
有 所 延长 。 

3. MELE AG es ， | 

(1) 无 钙 血 装 凝 因 时 间 ， 含 有 精 氮 酸 醋 酶 活性 的 7 一 14 峰 ， 除 7 、9 峰 外 均 能 使 
FF IK MA. 

( 2》 纤维 蛋白 原 凝 固 试 验 ， 结 果 与 元 钙 血 奖 试验 基本 一 至 。 含 精 氮 酸 酯 酶 各 峰 能 
SHE A RRR. 

(3) 凝血 酶 样 酵 对 XIII 因 子 的 激活 作用 ， 为 了 测定 放血 酶 祥 酶 是 否 激活 XIII 因子 
而 形成 稳定 的 蛋白 凝 块 ， 导 致 动物 体内 流散 性 内 痊 血 而 致死 ， 我 们 将 含有 凝 季 醇 样 醇 的 
SM SHE MRAFREA RE KRM, 007 SAF 5 MERY, SRR 
解 ， 表 明 其 凝血 醇 样 酶 不 激活 XIII 因 子 。 而 凝血 酶 与 纤维 蛋白 原形 成 的 凝 块 激活 关 III A 
FT, DHT 5 MRE. 

4. DRE, FRAIL 12, ISM ODRER, RRA 
活性 的 16 售 ， 其 它 各 峰 无 活性 ， 血 小 松 聚 集 作 用 将 另 文 报导 。 

5. 媳 控 活 性 测定 ， 应 用 纤维 蛋白 平板 法 测定 , 结果 1 、2 峰 具 有 和 较 明显 的 纤维 蛋白 溶 
解 活性 。 其 中 1 峰 活 性 相当 于 粗 毒 活性 的 5 倍 ， 2 峰 活 性 约 为 粗 毒 2,5 们 ， 其 余 含 蛋白 
水 解 栈 活性 的 4、7 了 7、8 妖 未 测 出 纤 洲 活性 。 见 表 3 。 


表 3 烙铁 头 蛇 赛 和 纤 溶 组 分 的 是 维 蛋 已 平板 溶解 实验 
名 称 标 淮 平板 加 热 平板 
0806p (1 RRR) 174 148 
1 K (200% /HEF) 183 156 
2 me (2000 T/A) 72 64 
EE ME 《2000 单位 /毫升 182 156 


ME (50M ih / FL) 92 0 
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四 、 毒 性 测定 结果 , 14 个 蛋白 峰 除 1 12-14 REKER ERER, 
fe RNR EEL +27) 腹腔 注射 150 微 克 ， 无 一 死亡 。 1 MELD5O 9.7K FEI TE, 120% 
7.7 徽 克 1/ 克 ，18 峰 8 GFE, 1402.50] Ie, PREG. ORR TE TE, 


讨 å 


(1) ~CARCERRBRRAOKERAR AE, EREREARASDER 
在 1 蜂 ， 其 活性 是 粗 毒 的 5 倍 ， 有 血小板 聚集 作用 的 组 分 主要 在 13 峰 ， 为 粗 毒 的 16 倍 。 

(2) 从 已 有 文献 报导 和 我 们 调试 的 结果 ， 表 明 烙 铁 头 蛇毒 含有 10 种 酶 。 据 Duyang 
1976、1977、1978 年 报导 ， 有 了 两 个 纤 溶 组 分 ， 分 别 作 用 于 纤维 蛋白 的 、B 链 和 仅 作 用 
于 o 链 ， 同 时 凝 迄 酶 样 酶 含量 也 很 高 ， 磷 脂 酶 和 和 工 -~ 氨基 酸 氧化 酶 分 别 集 在 1、2 蜂 ， 
这 将 有 利于 进一步 纯化 ， 研 究 它们 的 理化 性 质 。 

(3) 8 蜂 从 全 血 凝 固 时 间 明 显 缩 短 ， 表 明 其 凝血 酶 样 作 用 较 强 ， 但 该 峰 同 时 含有 
TRAD, RBH RSEK, ERATE PRR SRSTREEA Ree, iK 
AELK FHEARRAN DALES RMR RAD AK. 

(4) 经 实验 证 明 致 死活 性 并 非 昔 独 与 出 血 毒 素 有 关 ，14 峰 ， 1 峰 含 出 血 毒素 荐 于 
10 峰 但 有 明显 的 致死 活性 ， 而 10 峰 含 出 血 毒 较 高 ， 致 死活 性 低 于 前 者 ， 因 此 致死 活性 与 
妖 血 酶 样 作用 ， 纤 维 蛋 白 溶 解 抗 凝 作 用 等 所 导致 的 血液 失 凝 而 出 壬 毒 引起 血管 通 透 性 增 
加 产生 综合 性 死亡 有 关 。 

《5) 我 们 对 粗 毒 和 组 分 血小板 来 集 作 用 研究 的 初步 结果 证 明了 可 能 存在 着 一 条 不 
依赖 ADP，TXA: 的 血小板 代谢 新 途径 。 

综 上 所 述 ， 本 文 为 烙铁 头 蛇毒 资源 开发 利用 提供 了 较 全 面 的 蓄 活 性 和 生物 活性 测定 
资料 ， 为 烙铁 闫 蛇毒 的 综合 利用 打下 基础 。 
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STUDY ON THE VENOM OF TRIMERESURUS 
MUCROSQU AM ATUS I, ISOLATION OF 
T. MUCROSQU AM ATUS VENOM AND THE DETER- 
MINATION OF ITS BIOLOGICAL AND ENZYMATIC ACTIVITIES 


Wang Wanyu, Yang Changjit Xiong Yuliang,Chen Xilan 
(Kunming Institue of Zoology, Academia Sinica) 


By means of DEAE-sepbadex A-50 column chromatography, Trimeresurus 
mucrosquamgtus venom was separated into fourteen fractions. It contained prote- 
olytic enzyme, 5/-nucleotidase, arginine esterase, etc, The enzymatic activities 
and biological activities of crude venom and each protein fraction were determined, 
The proteolytic enzyme was concentrated in the fractions 1, 2, 4, 7, and 8. 
Among them the fraction 1 had the highest activity of proteolytic enzyme, 
Fraction 2 possessed phospholipase A activity, but not the others, Fraction 7— 
14 possessed arginine esterase activity. Fractions 10—14 possessed hemorrhagic 
principles and among them fraction 12 was the highest, Fractions 1, 12—14 
possessed lethal toxicity. Fractions 11-13 showed the effect of platelet aggregation, 


